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© TNF-bindende Proteine. 

© Die vorliegende Erfindung betrifft nichtlosliche Proteine sowie losliche Oder nichtlosliche Fragmente davon, 
die TNF binden, in homogener Form, sowie deren physilogisch vertraglichen Salze. insbesondere solche 
Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 55 oder 75 kD (nichtreduzierende SDS-PAGE-Bedingungen), 
Verfahren zur Isolierung solcher Proteinen Antikorper gegen solche Proteine, DNA-Sequenzen. die fur nichtlosli- 
che Proteine sowie losliche oder nichtlosliche Fragmente davon. die TNF binden, kodieren, wie solche. die fur 
Proteine kodieren, die zum einen Teil aus einem loslichen Fragment das TNF bindet und zum anderen Teil aus 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette humaner Immunglobuline bestehen 
und die davon kodierten rekombinanten Proteine wie Verfahren zur deren Herstellung mittels t ransfojj pjjsuteuercre 
wie eukaryotischer Wirtszellen. r \ 
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TNF-BINDENDE PROTEINE 



Tumor Nekrosis Faktor a (TNFa, auch Cachectin), auf Grund seiner haemorragisch-nekrotisierenden 
Wirkung auf bestimmte Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin (TNF/3) sind zwei nahe verwandte Peptidfakto- 
ren [3] aus der Klasse der Lymphokine/Cytokine, die im folgenden beide als TNF bezeichnet werden [siehe 
Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfugt uber ein breites zellulares Wirkungsspektrum. Beispielsweise 
besitzt TNF inhibierende Oder cytotoxische Wirkung auf eine Reihe von Tumorzelllinien [2,3], stimuliert die 
Proliferation von Fibrbblasten und die phagozytierende/cytotoxische Aktivitat von myeloischen Zellen 
[4,5,6], induziert Adhasionsmolekule in Endothelzellen oder ubt eine inhibierende Wirkung auf Endothel aus 
[7,8,9,10], inhibiert die Synthese von spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und induziert die Expression 
von Histokompatibilitatsantigenen [12]. Manche dieser TNF-Wirkungen werden uber eine Induktion von 
anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mit anderen Faktoren, wie beispielsweise Interferonen 
Oder Interleukinen erzielt [13-16]. 

TNF ist bei einer Reihe von Pathologischen Zustanden, beispielsweise Schockzustanden bei 
Meningococcen-Sepsis [17], bei der Entwicklung von Autoimmun-Glomerulonephritis bei Mausen [18] oder 
bei cerebraler Malaria bei Mausen [19] und beim Menschen [41] involviert. Ganz allgemein scheinen die 
toxischen Wirkungen von Endotoxin durch TNF vermittelt zu sein [20], Weiterhin kann TNF wie lnterleukin-1 
Fieber auslosen [39]. Auf Grund der pleiotropen funktionelien Eigenschahen von TNF kann man annehrnen, 
dass TNF in Wechselwirkung mit anderen Cytokinen bei einer ganzen Reihe weiterer pathologischer 
Zustande als Mediator von Immunantwort, Entzundung oder anderen Prozessen beteiligt ist. 

Diese biologischen Effekte werden durch TNF uber spezifische Rezeptoren vermittelt. wobei nach 
heutigem Wissensstand sowohl TNFa wie TNFfi an die gleichen Rezeptoren binden [21]. Verschiedene 
Zelltypen unterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [22,23,24]. Solche ganz ' allgemein 
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalente Bindung an radioaktiv markiertes 
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekulargewichte der erhaltenen TNF/TNF- 
BP-Komplexe ermittelt wurden: 95/100 kD und 75 kD [24], 95 kD und 75 kD [25], 138 kD, 90 kD, 75 kD und 
54 kD [26]. 100±5 kD [27], 97 kD und 70 kD [28] und 145 kD [29], Mittels anti-TNF-Antikorper- 
Immunoaffinitatschromatographie und praparativer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) konn- 
te ein solcher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und 
anschliessende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht auf TNF-Bindeaktivitat 
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen. die zu der Spaltung des Komplexes verwendet werden 
mussen, zur Inaktivierung des Bindeproteins fuhren [31], ist letzteres auch nicht moglich gewesen. Die 
Anreicherung von loslichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mittels ionenaustauscher- 
Chromatographie und Gelfiltration (Molekulargewichte im Bereich von 50 kD) wurde von Olsson et al. 
beschrieben [30]. 

Brockhaus et al. [32] erhielten durch TNFa-Ligandenaffinitatschromatographie und HPLC gus Membran- 
extrakten von HL60-Zellen eine angereicherte TNF-BP-Praparation, die wiederum als Antigenpraparation zur 
Herstellung von monoklonalen Antikorpern gegen TNF-BP verwendet wurde. Unter Verwendung eines 
solchen immobilisierten Antikdrpers (Immunaffinitatschromatographie) wurde mittels TNFa-Ligandenaffini- 
tatschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus [31] aus einem Extrakt von humaner Placenta 
eine angereicherte Preparation von TNF-BP erhalten, die in der SDS-PAGE-Analyse eine starke breite 
Bande bei 35 kD, eine schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande im Bereich 
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. Im ubrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen 
Proteinhintergrundschmier. Die Bedeutung der so erhaltenen Proteinbanden war jedoch im Hinbiick auf die 
Heterogenitat des verwendeten Ausgangsmaterials (Placenta-Gewebe; vereinigtes Material aus mehreren 
Placemen) nicht klar. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind nichtlosliche Proteinen d.h. beispielsweise Membranprotei- 
ne bzw. sogenannte Rezeptoren, und losliche oder nichtlosliche Fragmente davon, die TNF binden (TNF- 
BP), in homogener Form, sowie deren Physiologisch vertragliche Salze. Bevorzugt sind solche Proteine, die 
gemass SDS-PAGE unter nicht reduzierenden Bedingungen durch scheinbare Molekulargewichte von etwa 
55 kD, 51 kD, 38 kD, 36 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD charakterisiert sind, insbesonders solche mit 
etwa 55 kD und 75 kD. Weiterhin bevorzugt sind solche Proteine. die durch wenigstens eine der folgenden 
Aminosaureteilsequenzen gekennzeichnet sind: 

(IA) Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln- 
X-Asn-Ser-lle 

(IB) Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 

(IIA) Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
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(IfB) Val-Phe-Cys-Thr 

(IIC) Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Ala 

(IID) Leu-Pro-Ala-Gln-Vai-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Giu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys 
(HE) lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 

5 (IIF) Leu-Cys-Ala-Pro 

(IIG) Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 

(IIH) Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro wobei X fur einen Aminosaurerest steht, der 
nicht eindeutig bestimmt werden konnte. 

Im Stand der Technik sind bereits TNF-BP durch eine N-terminale Teilsequenz charakterisiert worden 
io [Europaische Patentanmeldung mit der Publikations-Nr. 308 378], wobei sich diese Sequenz von der 
erfindungsgemassen N-terminafen Teilsequenz gemass Formel <IA) unterscheidet. Im ubrigen handeit es 
sich aber bei den im Stand der Technik beschriebenen TNF-Bindeproteinen urn aus dem Urin isolierten 
loslichen d.h. nicht membrangebundene. TNF-BP und nicht urn membrangebundene, d.h. unlosliche TNF- 
BP. 

is Gegenstand der vorliegenden Anmeldung sind auch Verfahren zur Isolierung der erfindungsgemassen 
TNF-BP. Diese Verfahren sind dadurch charakterisiert. dass man im wesentlichen die folgenden Reini- 
gungsschritte nacheinander ausfuhrt: Herstellung eines Zell- oder Gewebeextraktes. Immunaffinitatschroma- 
tographie und/oder ein- oder mehrfache Ligandenaffinitatschromatographie, hochauflosende Flussigkeits- 
chromatographie (HPLC) und praparative SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SOS-PAGE). Die Kombina- 
20 tion der aus dem Stand, der Technik bekannterv eineelr.en Reinigungsschritte "ist fur den Erfolg des 
erfindungsgemassen Verfahrens essentiell, wobei einzeine Schritte im Rahmen der zu losenden Aufgabe 
modifiziert und verbessert wurden. So wurde beispielsweise der ursprunglich fur die Anreicherung von TNF- 
BP aus humaner Placenta [31 ] verwendete kombinierte Immunaffinitatschromatographie/TNFa-Ligandenaffi- 
nitatschromatographie-Schritt dadurch abgeandert, dass eine BSA-Sepharose 4B-Vorsaule v^rwendet wur- 

25 de. Diese Vorsaule wurde zum Auftrag des Zell- Oder Membranextraktes in Reihe mit der Immunaffinitats- 
saule und gefolgt von der Ligandenaffinitatssaule geschaltet. Nach Auftrag des Extraktes wurden die beiden 
zuletztgenannten Saulen abgekoppelt, jede fur sich eluiert und die TNF-BP-aktiven Fraktionen wurden 
nochmals uber eine Ligandenaffinitatssaule gereinigt. Erfindungswesentlich fur die DurchfUhrung des 
Umkehrphasen-HPLC-Schrittes ist die Verwendung eines Detergens-haltigen Losungsmittelgemisches. 

30 Ferner ist auch ein technisches Verfahren zum Erzielen hoher Zelldiqhten von Saugerzellen. aus denen 
TNF-BP isoliert werden konnen, Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Ein solches Verfahren zeichnet 
sich dadurch aus, dass ein Medium, welches fur die spezifischen Wachstumserfordernisse der verwendeten 
Zelllinie entwickelt wurde, in Verbindung mit einer wie z.B. im Detail in Beispiel 2 beschriebenen 
Perfusionsapparatur verwendet wird. Mitteis eines solchen Verfahrens lassen sich beispie/sweise fur HL-60- 

35 Zellen bis zu mehr als 20-fach hohere Zelldichten als ublich erzielen. 

Zusatzlich dazu betrifft die vorliegende Erfindung auch DNA-Sequenzen, die fur Proteine und losliche 
oder nichtlosliche Fragmente davon. die TNF binden, kodieren. Darunter sind beispielsweise DNA-Sequen- 
zen zu verstehen, die fur nichtlosliche Proteine oder losliche wie nicht losliche Fragmente davon, die TNF 
binden, kodieren. wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswahlbar sind: 

40 (a) DNA-Sequenzen, wie sie in Figur 1 oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplementare Strange, 
oder solche, die diese Sequenzen umfassen; 

(b) DNA-Sequenzen, die mit wie unter (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieren; 

(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter 
(a) und (b) definierte. hybridisieren, aber die fur Polypeptide mit genau gleicher Aminosauresequenz 

45 kodieren. 

Das heisst. dass von der vorliegenden Erfindung nicht nur allelische Varianten, sondern auch solche 
DNA-Sequenzen umfasst sind, die sich durch Deletionen, Substitutionen und Additionen von einem oder 
mehreren Nukleotiden der in Figur 1 bzw. 4 dargestellten Sequenzen ergeben, wobei es sich bei den davon 
kodierten Proteinen nach wie vor urn TNF-BP handeit. Eine Sequenz, die sich durch eine solche Deletion 
50 ergibt. ist beispielsweise in Science 248 . 1019-1023. (1990) beschrieben. 

Bevorzugt sind einmal solche DNA-Sequenzen, welche fur ein solches Protein mit einem scheinbaren 
Molekulargewicht von etwa 55 kD kodieren. wobei die in Abbildung 1 dargestellte Sequenz besonders 
bevorzugt ist. wie Sequenzen. die fur nichtlosliche wie losliche Fragmente von solchen Proteinen kodieren. 
Eine DNA-Sequenz. die beispielsweise fur ein solches nichtlosliches Protein-Fragment kodiert, reicht von 
Nukleotid -185 bis 1122 der in Abbildung 1 gezeigten Sequenz. DNA-Sequenzen, die fur losliche Protein- 
Fragmente kodieren, sind beispielsweise solche, die von Nukleotid -185 bis 633 bzw. von Nukleotid -14 bis 
633 der in Abbildung 1 gezeigten Sequenz reichen. Bevorzugt sind ebenfalls DNA-Sequenzen. die fur ein 
Protein von etwa 75/65 kD kodieren, wobei solche. die die in Figur 4 dargestellte Partielle cDNA-Sequenzen 
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enthalten, bevorzugt sind. Besonders bevorzugte DNA-Sequenzen sind in diesem Fall die Sequenzen des 
offenen Leserasters von Nukleotid 2 bis l'l77. Die Peptide IIA. IIC. HE, IIF. IIG und IIH werden von der 
partiellen cDNA-Sequenz in Figur 4 kodiert. wobei die geringfiigigen Abweichungen der experimentell 
bestimmten Am.nosauresequenzen von der von der cDNA abgeleiteten Sequenz mit hochster Wahrschein- 
s hchkeit auf der ger.ngeren Auflosung der Gasphasen-Sequenzierung beruhen. Bevorzugt sind auch DNA- 
Sequenzen. die fur nichtlosliche wie losliche Fragmente von TNF-bindenden Proteinen mit einem scheinba- 
ren Molekulargewicht von 75 kD/65 kD kodieren. DNA-Sequenzen fur solche loslichen Fragmente konnen 
auf Grund der Hydrophilieprofile der von den fur solche nichtloslichen TNF-BP kodierenden Nukleinsaure- 
sequenzen abgeleiteten Aminosauresequenzen bestimmt werden. 
w Die Erfindung betrifft weiterhin DNA-Sequenzen, die eine Kombination aus zwei Teil-DNA-Sequenzen 
umfassen, wobei die eine Teilsequenz fur solche loslichen Fragmente von nichtloslichen Proteinen die TNF 
binden kodiert (s.o.) und die andere Teil-Sequenz, fur alle Domanen ausser der ersten Domane der 
konstanten Region der schweren Kette von humanen Immunglobulinen. wie IgG. IgA. IgM bzw. IgE kodiert 
Die vorliegende Erfindung betrifft naturlich auch die von solchen DNA-Sequenzen kodierten rekombin- 
is anten Proteine. Selbstverstandlich sind dabei auch solche Proteine umfasst, in deren Aminosauresequen- 
zen, beisp.elswe.se m.ttels gezielter Mutagenese. Aminosauren so ausgetauscht worden sind. dass dadurch 
die Akt.v.tat der TNF-BP oder deren Fragmente, namlich die Bindung von TNF oder die Wechselwirkung 
mit anderen. an der Signaliibertragung beteiligten Membrankomponenten, in einer gewunschten Art veran- 
dert oder erhalten wurden. Aminosaureaustausche in Proteinen und Peptiden. die im allgemeinen die 
20 Akt.v.tat solcher Molekule nicht -veeSndera, sincUm Stand der Teei.nik-bekannt und beispielsweise von H 
Neurath und R.L. Hill in "The Proteins" (Academic Press, New York. 1979. siehe besonders Figur 6 Seite 
14) beschrieben. Die am hSufigsten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser. Val/lle Asp/Glu Thr/Ser 
Ala/Gly. Ala/Thr, Ser/Asn. Ala/Val. Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro. Lys/Arg. Asp/Asn, Leu/lle. LeuA/al Ala/Glu' 
Asp/Gly. sowie solche in umgekehrter Weise. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Vektoren die 
25 erfmdungsgemasse DNA-Sequenzen enthalten und zur Transformation von geeigneten pro- wie eukaryoti- 
schen Wirtssystemen geeignet sind. wobei solche Vektoren bevorzugt sind. deren Verwendung zur 
Expression der von den erfindungsgemassen DNA-Sequenzen kodierten Proteine fuhrt. Schliesslich betrifft 
die vorliegende Erfindung auch noch mit solchen Vektoren transform ierte Pro- wie eukaryotische Wirtssy- 
steme. wie Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemassen rekombinanten Verbindungen durch Kultivie- 
30 rung solcher Wirtssysteme und anschliessende Isolierung dieser Verbindpngen aus den Wirtssystemen 
selbst Oder deren Kultuaiberstanden. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch pharmazeutische Praparate. die wenigstens eines 
dieser TNF-BP oder Fragmente davon. gewunschtenfalls in Verbindung mit weiteren pharmazeutisch 
wirksamen Substanzen und/oder nicht-toxischen. inerten. therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien 
35 enthalten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft schliesslich die Verwendung solcher TNF-BP einerseits zur Herstel- 
lung pharmazeutischer Praparate bzw. andererseits zur Behandlung von Krankheiteh. bevorzugt solchen in 
deren Verlauf TNF involviert ist. ' 

Ausgangsmaterial fiir die erfindungsgemassen TNF-BP sind ganz allgemein Zellen. die solche TNF-BP 
40 in membrangebundener Form enthalten und die dem Fachmann ohne Beschrankungen allgemein zugang- 
lich sind. wie beispielsweise HL60- [ATCC Nr. CCL 240]. U 937- [ATCC Nr. CRL 1593] SW 480- [ATCC Nr 
CCL 228] und HEp2-Zellen [ATCC Nr. CCL 23]. Diese Zellen konnen nach bekannten Methoden des 
Standes der Technik [40] oder zum Erzielen hoher Zelldichten nach dem bereits allgemein und im Detail fur 
HL60-Zellen in Be.spiel 2 beschriebenen Verfahren kultiviert werden. TNF-BP konnen dann nach bekannten 
*s Methoden des Standes der Technik mittels geeigneter Detergenzien, beispielsweise Triton X-114 1-o-n- 
Octyl-/3-D-glucopyranosid (Octylglucosid), oder 3-[(3-Cholylamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propan sulfo- 
nat (CHAPS), im besonderen mittels Triton X-100. aus den aus dem Medium abzentrifugierten und 
gewaschenen Zellen extrahiert werden. Zum Nachweis solcher TNF-BP konnen die Oblicherweise verwen- 
deten Nachweismethoden fur TNF-BP, beispielsweise eine Polyathylenglykol-induzierte Fallung des 125 l- 
;o TNF/TNF-BP-Komplexes [27], im besonderen Filterbindungstests mit radioaktiv markiertem TNF gemMss 
Beispiel 1, verwendet werden. Zur Gewinnung der erfindungsgemassen TNF-BP konnen die generell zur 
Remigung von Proteinen, insbesondere von Membranproteinen, verwendeten Methoden des Standes der 
Technik, w.e beispielsweise lonenaustausch-Chromatographie, Gelfiltration, Affinitatschromatographie HPLC 
™™ S " PAGE verwendet werden ' Besonders bevorzugte Methoden zur Herstellung erfindungsgemasser 
s TNF-BP sind Affinitatschromatographie. insbesondere mit TNF-a als an die Festphase gebundenen Ligan- 
den und Immunaffinitatschromatographie. HPLC und SDS-PAGE. Die Elution von mittels SOS-PAGE 
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methoden der Proteinchemie erfolgen, beispielsweise 
mittels Elektroelution nach Hunkapiller et al. [34], wobei nach heutigem Stand des Wissens die dort 
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angegebenen Elektro-Dialysezeiten genereil zu verdoppeln sind. Danach noch verbieibende Spuren von 
SDS konnen dann gemass Bosserhoff et al. [50] entfernt werden. 

Die so gereinigten TNF-BP konnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der 
Peptidchemie, wie beispielsweise N-terminale Aminosauresequenzierung oder enzymatische wie chemische 
5 Peptidspaltung charakterisiert werden. Durch enzymatische Oder chemische Spaltung erhaltene Fragmente 
konnen nach gangigen Methoden, wie beispielsweise HPLC, aufgetrennt und selbst wieder N-terminal 
sequenziert werden. Solche Fragmente, die selbst noch TNF binden, konnen mittels der obengenannten 
Nachweismethoden fur TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung. 

w Ausgehend von der so erhaltlichen Aminosauresequenzinformation Oder den in Figur 1 wie Figur 4 
dargestellten DNA- wie Aminosauresequenzen konnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen 
Codes nach im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Oligonukleotide hergestellt werden [51]. 
Mittels dieser konnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42,43] cDNA- oder 
genomische DNA-Banken nach Klonen, die fur TNF-BP kodierende Nukleinsauresequenzen enthalten, 
75 abgesucht werden. Ausserdem konnen mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [49] cDNA-Fragmente 
kloniert werden, indem von zwei auseinanderliegenden, relativ kurzen Abschnitten der Aminosauresequenz 
unter Beachtung des genetischen Codes vollstandig degenerierte und in ihrer Komplementaritat geeignete 
Oligonucleotide als "Primer" eingesetzt werden, wodurch das zwischen diesen beiden Sequenzen liegende 
Fragment amplifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukleotidsequenz eines derartigen 
20 Fragmentes ermoglicht eine uft^hangigs Bectimmung tfeTArninosaure-Sequenz des Proteinfragments. fur 
das es kodiert. Die mittels der PCR erhaltlichen cDNA-Fragmente konnen ebenfalls. wie bereits fur die 
Oligonukleotide selbst beschrieben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fur TNF-BP kodierende 
Nukleinsauresequenzen enthaltenden Klonen aus cDNA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden. 
Solche Nukleinsauresequenzen konnen dann nach bekannten Methoden sequenziert werden [42]. Aufgrund 
25 der so bestimmten wie der fur bestimmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen konnen solche 
Teilsequenzen. die fur losliche TNF-BP-Fragmente kodieren, bestimmt und mittels bekannter Methoden aus 
der Gesamtsequenz herausgeschnitten werden [42]. 

Die gesamte Sequenz oder solche Teilsequenzen konnen dann mittels bekannter Methoden in im Stand 
der Technik beschriebene Vektoren zu deren Vervielfaltigung wie Expression in Prokaryoten integriert 
30 werden [42]. Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stellen beispielsweise gram-negative wie gram- 
Positive Bakterien, wie beispielsweise E. coli Stamme, wie E. coli HB 101 [ATCC Nr. 33 694] oder E. coli 
W31 10 [ATCC Nr. 27 325] Oder B. subtilis Stamme dar. 

Weiterhin konnen erfindungsgemasse Nukleinsauresequenzen, die fiir TNF-BP sowie fur TNF-BP- 
Fragmente kodieren, in geeignete Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryQtischen Wirtszellen, 
35 wie beispielsweise Hefe, Insekten- und Saugerzellen, mittels bekannter Methoden integriert werden. 
Expression solcher Sequenzen erfolgt bevorzugt in Sauger- wie Insektenzellen. 

Ein typischer Expressionsvektor fur Saugerzellen enthalt ein effizientes Promotorelemeot, urn eine gute 
Transkriptionsrate zu erzielen, die zu exprimierende DNA-Sequenz und Signale fur eine effiziente Termina- 
tion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elemente, die verwendet werden konnen, sind 
40 "Enhancer", welche zu nochmals verstarkter Transkription fuhren und Sequenzen, welche z.B. eine langere 
Halbwertszeit der mRNA bewirken konnen. Zur Expression von Nukleinsauresequenzen, denen das endo- 
gene fur ein Signalpeptid kodierende Sequenzstuck fehlt, konnen Vektoren verwendet werden, die solche 
geeignete Sequenzen, die fur Signalpeptide von anderen bekannten Proteinen kodieren, enthalten. Siehe 
beispielsweise der von Cullen, B.R. in Cell 46 , 973-982 (1986) beschriebene Vektor pLJ268 Oder auch bei 
45 Sharma, S. et al. in "Current Communications in Molecular Biology", edt. by Gething, M.J., Cold Spring 
Harbor Lab. (1985), Seiten 73-78. 

Die meisten Vektoren, die fur eine transiente Expression einer bestimmten DNA-Sequenz in Saugerzel- 
len verwendet werden, enthalten den Replikationsursprung des SV40 Virus. In Zellen, die das T-Antigen des 
Virus exprimieren, (z.B. COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt Eine vorubergehende Expres- 
50 sion ist aber nicht auf COS-Zellen beschrankt. Im Prinzip kann jede transfektierbare Saugerzelllinie hierfur 
verwendet werden. Signale, die eine starke Transkription bewirken konnen, sind z.B. die fruhen und spaten 
Promotoren von SV40, der Promoter and Enhancer des "major immediate-early" Gens des HCMV 
(humaner Cytomegalovirus), die LTRs ("long terminal repeats") von Retroviren, wie beispielsweise RSV, 
HIV und MMTV. Es konnen aber auch Signale von zellularen Genen, wie z.B. die Promotoren des Aktin- 
55 und Collagenase-Gens, verwendet werden. 

Alternativ konnen aber auch stabile Zelllinien, die die spezifische DNA-Sequenz im Genom 
(Chromosom) integriert haben, erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem 
selektierbaren Marker, z.B. Neomycin, Hygromycin, Dihydrofolat-Reduktase (dhfr) oder Hypoxanthin- 
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Guan.n-Phosphoribosyltransferase (hgpt) kotransfektiert. Die stabil ins Chromosom eingebaute DNA-Se- 
quenz kann auch no^^ stark vermehrt werden. Ein geeigneter Selektionsmarker hierfur ist beispielsweise 
d,e D.hydrofolat-Reduktase (dhfr). Saugerzellen (z.B. CHO-Zellen). welche kein intaktes dhfr-Gen en b^en 
werden h.erbe. nach erfolgter Transfektion mit steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert. Auf diese 
^h S a!ten nnen erha ' ten Werden ' ^ t3USend K ° Pien der 9 ewuns <*ten DNA-Sequenz 

Saugerzellen. welche fur die Expression verwendet werden konnen, sind z.B. Zellen der menschlichen 

r 2 ^ n ; e ^ Hela [ATCC CCL2] Und 293 [ATCC CRL 1573 1' sowie 3T3 * IATCC CCL 163] und TzeTen z B 
lnT° C i5 L f HO) - 2e " en fATCC CCL "I BHK [ATCC CCL lOHe.len sowie die CV 1 [ATCC CCL 
io 70]- und d.e COS-Zelllinien [ATCC CRL 1650, CRL 1651]. 

Geeignete Expressionsvektoren umfassen beispielsweise Vektoren wie P BC12MI TATCC 67 10Q1 
P SV2dhfr fATCC 37 146], pSVL [Pharmacia. Uppsala. Sweden]. pRSVCa, [ATCC 37 s£ und pMSG 

"SETS "^123" S D Weden J:. BeS0nder bev0 ™9* V ^-n sind die in Beispie. 9 verwendeten VeLren 
PK19 und pN123 . D.ese konnen aus den mit ihnen transformierten E. coli-Stammen HB10HdK19> und 

' 5 ^ B an 01 K (PN J 23 !, naCh bekannten Meth0d6n iSO,ier, werden Diese E - coli-Stamme wurden am 26 Januar 
1990 be. der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweio 
BRD unter DSM 5761 fGr HB101( P K19) und DMS 5764 fUr HB101( P N123, hinterlegt. Zur bSESTX 
Prote.ne, d.e aus einem loslichen Fragment von nichtloslichen TNF-BP und einem ImmunglobuLnteil d h 
alien Domanen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Kette. bestehen. eignen'sich 

20 besonders pS^2 abgetertete Vektoren wie.beispieisweise- von German, C. in "DNA Cloning" [Vol II edt von 
Glover D.M IRL Press. Oxford. 1985] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren sind die" bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig BRD hinter- 
5&% U £ " ?nf ETXST Patentanmeldun 9 90107393.2 genau beschriebenen Vektoren pC D4-Hu 

, s „ £SL } ; ? 7 k ■ 314) PCD4 ' H73 (DSM 5523) - BeS89te Patentschrift wie die 

25 n Be.sp.el 11 I angegebenen aqu.valenten Anmeldungen enthalten auch Angaben bezCiglich der weiteren 
Verwendung d.eser Vektoren zur Expression von chimaren Proteinen (siehe auch Beispie. 11) wie zur 
Tntetn ^ " ^ ExpreSSi0n VOn so,chen chim3ren Protei "en mit anderen Immunglobulin- 

Die Art und Weise wie die Zellen transfektiert werden hangt vom gewahlten Expressions- und 
30 Vektorsystem ab. E.ne Uebersicht uber diese Methoden findet man z.B. bei Pollard et al "DNA Transfor 
mation of Mammalian Cells" in "Methods in Molecular Biology" [Nucleic Acids Vol. 2. 1984 Walker JM 
ed. Humana. Clifton. New Jersey]. Weitere Methoden findet man bei Chen und Okayama ["High-Efficiency 
Transformat.on of Mammalian Cells by Plasmid DNA". Molecular and Cell Biology 7 . 2745-2752 19871 und 

« m 8 '. f 9 ?c [Fe £ r o' a '- " Li P° ,ectin: A hi 9"»y efficient, lipid-mediated DNA-transfection procedure". Proc 
35 Nat. Acad. Sc.. USA 84 , 7413-7417. 1987]. 

Zur Expression 1FT Insektenzellen kann das Baculovirus-Expressions-System. welches schon filr die 
Express.cn einer Reihe von Proteinen erfolgreich eingesetzt worden ist (fur eine Uebersicht siehe Luckow 
and Summers B.onechnology 6 . 47-55. 1988). verwendet werden. Rekombinante Proieine konnen 
authenbsch Oder als Fusionsproteine hergestellt werden. Die so hergestellten Proteine konnen auch 

40 mod.f.z.ert. w.e be.sp.elsweise glykosyliert (Smith et al.. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82 8404-8408 19871 
se.n. FUr die Herstellung eines rekombinanten Baculovirus. der das gewunschtT Protein exp'rimiert 
verwendet man ernen sogenannten "Transfervektor", Hierunter versteht man ein Plasmid. welches die 
hetero oge DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters. z.B. dem des Polyhedringens 
enthalt. wobe. d.ese auf beiden Seiten von viralen Sequenzen umgeben ist. Besonders bevorzugte Vektoren 

« s.nd d.e .n Be.sp.el 10 verwendeten Vektoren " P N113". " P N119" und " P N124". Diese konnen aus den mit 
|hnen transform.erten E. coli-Stammen HB101( P N113). HB101( P N119) und HB101( P N124) nach bekannten 
Methoden .sol.ert werden [42]. Diese E. co.i-Stamme wurden am 26, Januar 1990 bei der DeuLhen 
Sammlung von M.kroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD unter DSM 5762 fur 
HBIO^pNIlS). DSM 5763 fur HB101( P N119, und DSM 5765 fur HBlOKpN^hinterlegi Del T^s^ek- 

,o tor w,rd dann zusammen mit DNA des Wildtyp-Baculovirus in die Insektenzellen transfektiert. Die in den 
mJ hnnfn rC H T T R , ekombination entstehenden rekombinanten Viren konnen dann nach bekannten 
Methoden,. dent.f.z.ert und .soliert werden. Eine Uebersicht uber das Baculovirus-Expressionssystem und 
der dabe. verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers [52] 

s Tech^rLTinntln mTh *T n l ChmslicUe » oder ,5slicnen Fragmente konnen dann nach im Stand der 
ITZnTZ T " d6r Proteinchemie - ™ beispielsweise den bereits auf Seiten 5-6 beschriebe- 
nen Verfahrens aus der Zellmasse oder den Kulturuberstanden gereinigt werden 

mnhnl er I ,n<J T 9 , S l ?- emaSS erhaltenen TNF * BP auch als Antigene zur Erzeugung von poly- und 

monoklonalen Ant.korpern nach bekannten Methoden der Technik [44.45] Oder gemSss dem in Beispie. 3 
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beschriebenen Verfahren verwendet werden. Solche Antikorper, insbesondere monoklonale Antikorper 
gegen die 75 kD-TNF-BP-Spezies. sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Solche gegen 
die 75 kD TNF-BP gerichtete Antikorper konnen durch dem Fachmann gelaufige Modifikationen des in den 
Beispielen 4-6 im Detail beschriebenen Reinigungsverfahrens zur Isoiierung von TNF-BP eingesetzt werden. 

5 Auf Grund der hohen Bindungsaffinitat erfindungsgemasser TNF-BP fur TNF (Ko-Werte in den Gros- 

senordnungen von 10~ 9 - 1" 10 M) konnen diese Oder Fragmente davon als Diagnostika zum Nachweis von 
TNF in Serum Oder anderen Kdrperflussigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Methoden,. 
beispielsweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikorpern in sogenannten 
"Sandwich "-Tests, eingesetzt werden. 

10 Im ubrigen konnen erfindungsgemasse TNF-BP einerseits zur Reiniguhg von TNF und andererseits 
zum Auffinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah- 
ren verwendet werden. 

Die erfindungsgemassen TNF-BP sowie deren physiologisch vertragliche Salze, die nach im Stand der 
Technik bekannten Methoden hergestellt werden konnen, konnen auch zur Herstellung von pharmazeuti- 
75 schen Praparaten, vor allem solchen zur Behandlung von Krankheiten, bei deren Verlauf TNF involviert ist, 
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen, falls wunschenswert bzw. 
erforderlich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den ublicherweise verwen- 
deten festen oder flussigen Tragermaterialien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Dosierung solcher 
Praparate kann unter Berucksichtigung der ublichen Kriterien in Analogie zu bereits verwendeten Rrapacar 
~2o -"ten Shrtiiefrer AKtivitat und' StTuktaPerfQigenr " ■* * .v •-*• . * * ■ ■ - T 

Nachdem die Erfindung vorstehend allgemein beschrieben worden ist, solleh die folgenden Beispiele 
Einzelheiten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrankt 
wird. 

25 

Beispiel 1 



30 Nachweis von TNF-bindenden Proteinen 



Die TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodiertem :25 I-TNF nachgewiesen. TNF 
(46,47) wurde mit Na 12S I (IMS40, Amersham, Amersham, England) und lodo-Gen (#28600. Pierce 
Eurochemie, Oud-Beijerland, Niederlande) nach Fraker und Speck [48] radioaktiv makiert. Zum Nachweis 

35 der TNF-BP wurden isolierte Membranen der Zellen oder ihre soiubilisierten, angereicherten und gereinig- 
ten Fraktionen auf angefeuchtete Nitrocellulose-Filter (0.45 u. BioRad, Richmond, California. USA) aufgetra- 
gen. Die Filter wurden dann in Pufferlosung mit 1% entfettetem Milchpulver blockiert und anschliessend mit 
5*10 5 cpm/ml 125 l-TNFa (0.3-1.0* 10 s cpm/ug) in zwei Ansatzen mit und ohne Beigabe von 5ug/ml nicht- 
markiertem TNFa inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet. Die gebundene Radioaktivitat wurde autoradio- 

40 graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in einem 7 -Counter gezahlt. Die spezifische 125 l-TNF-a- 
Bindung wurde nach Korrektur fur unspezifische Bindung in Anwesenheit von unmarkiertem TNF-a im 
Ueberschuss ermittelt. Die spezifische TNF-Bindung im Filtertest wurde bei verschiedenen TNF-Konzentra- 
tionen gemessen und nach Scatchard analysiert [33]. wobei ein Kd-Wert von -10~ 9 -10" 10 M ermittelt wurde. 

45 

Beispiel 2 



so Zellextrakte von HL-60-Zellen 

HL60 Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimentellem Labormasstab in einem RPMI 1640- 
Medium [GIBCO-Katalog Nr. 074-01800], das noch 2 g/l NaHC0 3 und 5% fotales Kalberserum enthielt, in 
einer 5% C02-Atmosphare kultiviert und anschliessend zentrifugiert. 
55 Zum Erzielen hoher Zelldichten in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Die 
Zuchtung wurde in einem 75 I Airliftfermenter (Fa. Chemap. Schweiz) mit 58 I Arbeitsvolumen durchgefuhrt. 
Hierfur wurde das Kassettenmembransystem "PROSTAK" (Millipore, Schweiz) mit einer Mem bran flache 
von 0,32 m 2 (1 Kassette) in den ausseren Zirkulationskreislauf integriert. Das Kulturmedium (siehe Tabelle 
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1) wurde mit einer Watson-Marlow Pumpen TYP 603U. mit 5 l/min. umgepumpt Nach einer Damof S t e riii« 
ton der Anlagen wobei das "PROSTAK" System im Autoklaven separat ^S^Z^T^ Z 
Fermantat ( on m t wachsenden HL-60 Zellen aus einem 20 . Airliftfermenter SSL^LZ? £ 
Zellzuchtung ,m Impffermenter erfolgte im konventionellen Batchverfahren in dem Medium qemSss 

IZ'T^TZ tT, p 105 2el,en/mL Nach 4 Tagen wurde der HL6 ° ztx:^ 

4.9x10 Zellen ml ,n den 75 I Fermenter OberfUhrt. Der pH-Wert wurde bei 7,1 und der p0 2 Wert bei 2s°/ 

Mediums— Pro Tag gestarte? £ d^Sse^e ZXJZTJZ TJ^ZZi 
abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt. Das Zulaufmedium td e *e 2 
verstarkt: Pnmatone von 0.25% auf 0.35%. G.utamin von 5 mM auf 6 mM und G.ucoVe von 4 g, " " ' 

? r J h fT7T>n "c^ d3nn am 3 - Und 4 - 739 auf 72 1 Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 I Medtm/Tao 
erhoht. Nach 120 Stunden der kontinuierlichen Zuchtung wurde die Fermentation oeendet UnteT^n 

S2£T„ Fer rr i0 7 n f edin9Un9en erf ° l9te 'enes Zellwachstum S 40x^s Zel.el Die 

Verdopplungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x10 6 Zellen/mi ?n ?p ct» n H~. ^ "" en/ml - u,e 

zunenmender Ze-.dichte auf 30-36 StundenL Der °SL SS^^SJ^£^ gtamten' 

Fem.entat.onsze.t be, 90-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. liTherunterShS 

geerntet ^entnfugation (Beckman-Zentrifuge [Mode., J-6B. Rotor JS], 3000 rpm K 3 V£' 

Tabelle 1 



HL-60 Medium 
Komponenten 



Konzentrationen 
mq/1 



CaCl 2 (wasserfrei) 

Ca(NOJ #4H O , 
3 2 2 

CuS0 4 »5H 2 0 

Fe(NO ) .9H O 
3 3 2 

FeSO O 
4 2 

KC1 
KN0 3 

MgCl (wasserfrei) 



112, 644 
20 

O. 498»10 
O. 02 
O, 1668 
336.72 
0. 0309 
11-444 



-3 
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MgSO^ (waeserfrei) 
NaCl 

Na 2 HP0 4 (wasserf rei) 

NaH PO «H O 

2 4 2 

Na 2 Se0 3 *5H 2 0 

ZnSO «7H O 
4 2 

D-Glucose 

Glutathion (red.) 

Hepes-Puf f er 

Hypoxanthin 

Linolsaure 

LTponsaure 

Phenolrot 

Putreecin 2HC1 

Na-Pyruvat 

Thymidin 

Biotin 

D-Ca-Panto thenat 

Cholinchlor id 

Folsaure 

i-Inositol 

Niacinaraid 

Nicotinamid 

para-Aminobenzoesaure 
Pyridoxal HC1 
Pyridoxin HC1 
Riboflavin 
Thiamin HC1 
Vitamin B 12 

L-Alanin 

L-Asparaginsaure 
L-Asparagin H 2 0 
L-Arginin 
L-Arginin HC1 
L-Aspar ta t 



68, 37 
5801, 8 
188 . 408 
75 
9, 6^10" 
0, 1726 

4000 

0,2 
2383,2 

0,954 

0.0168 

07042 
10.24 

0, 0322 
88 

0, 146 

0,04666 

2, 546 

5,792 

2.86 
11,32 

2,6 

0, 0074 
0,2 

2,4124 
0,2 

0, 2876 

2,666 

0,2782 

11.78 
10 

14.362 
40 

92,6 
33,32 
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20 



30 



35 



40 



45 



L-Cystin 2HC1 62 Q4 

L-Cystein HC1.H 2 0 7# ' Q24 

36.94 

730 
21.5 

3 



L-GlutarainsSure 
L-Glutamin 
io L-Glycin 

L-Histidin 



L-Histidin HCLH 2 0 27.392 
,5 L-Hydroxypyrolin 4 

L-isoleucin 



L-Leucin 
L-Lysin HC1 
L-Methionin 
L-Phenylalanin 
L-Prolin 
25 L-Serin 

L-Threonin 
L-Tryptophan 
L-Tyrosin»2Na 
L-Valin 



73.788 
75. 62 
102 , 9 
21.896 
43. 592 
26. 9 
31.3 
53 

11. 008 

69,76 

62.74 



67 ug/ml 

0.25% 



so 



ss 



Penicillin/Streptomycin 100 u/ml 

Insulin (human) 5 ug/ml 

Tranfecrin (human) 15 ug/ml 
Rinderserumalburain 
Primatone RL (Sheffield Products. 
Norwich NY, USA) 
Pluronic F68 

(Serva. Heidelberg. BRD) 0.01% 

F6tales Kalberserum 0.3-3% 

Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0.2 g/l KCI. 0,2 g/l KH 2 PC>4. 8.0 g/l Nacl 2 16 
g/l Na 2 HP0* * 7H 2 0). der mit 5% Dimethylformamid, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin 10 uM 
Leupeptin. 1 uM Pepstatin. 1 mM o-Phenanthrolin, 5 mM Jodacetamid. 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid 
versetzt war (im folgenden als PBS-M bezeichnet). gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden bei einer 
Dichte von 2.5-108 2ellen/ml in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentration 1.0%) extrahiert. Der Zellextrakt 
wurde durch Zentr.fugation geklart (15 000 x g. 1 Stunde; 100000 x g. 1 Stunde). 

Beispiel 3 
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Herstellung von monoklonalen (TNF-BP)-Antikorpern 

Ein gemass Beispiel 2 erhaltener Zentrifugationsuberstand aus Kultivierung von HL60-Zellen im 
experimentellen Labormasstab wurde im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdunnt. Der verdunnte Ueberstand 
wurde bei 4*C auf eine Saule aufgetragen (Flussrate: 0,2 ml/min.). die 2 ml Affigel 10 enthielt (Bio Rad 
Katalog Nr. 153-6099), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-a [Pennica, D. et al. (1984) Nature 312 , 
724; Shirai, T. et al. (1985) Nature 3^3 , 803; Wang, A.M. et al. (1985) Science 228 , 149] gemass~den 
Empfehlungen des Herstellers gekoppelt worden war. Die Saule wurde bei 4*C und einer Durchflussrate 
von 1 ml/min zuer$t mit 20 ml PBS, das 0,1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen. 
So angereichertes TNF-BP wurde bei 22 *C und einer Flussrate von 2 ml/min mit 4 mr 100 mM Glycin, pH 
2.8, 0,1% Decylmaltosid eluiert Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Einheit [Amicon] auf 10 ul 
konzentriert. 

10 ul dieses Eluates wurden mit 20 al vollstandigem Freundschen Adjuvans zu einer Emulsion 
gemischt. Je 10 ul der Emulsion wurden gemass dem von Holmdahl, R. et al. [(1985), J. Immunol. Methods 
83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 in eine hintere Fusspfote einer narkotisierten 
Balb/c-Maus injiziert 

Am Tag 14 wurde die immunisierte Maus getotet. der popliteale Lymphknoten herausgenommen, 
zerkleinert und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/l NaHC0 3 enthielt, durch 
wiederholtes Pipettieren suspendiert. Gemass einem modifizierten Verfahren von De St.Groth und Schei- 
degger [J. Immunol. Methods. (1980), 35 /Ij"wurderr5xl0 7 Zelien des Lymphknotens mif 5x10 7 PAI Maus- 
Myelomazellen (J.W. Stocker et al.. Research Disclosure, 217, Mai 1982, 155-157), die sich in logarithmi- 
schem Wachstum befanden, fusioniert. Die Zelien wurden gemischt, durch Zentrifugation gesammelt und 
durch leichtes Schutteln in 2 ml 50% (v/v) Polyethylenglycol in IMEM bei Raumtemperatur resuspendiert 
und durch langsame Zugabe von 10 ml IMEM wahrend 10 Minuten vorsichtigen Schuttelns verdunnt. Die 
Zelien wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 ml vollstandigem Medium [IMEM + 20% fotales 
Kalberserum, Glutamin (2,0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 uM), 100 uM Hypoxanthine. 0,4 uM Aminopteri- 
ne und 16 uM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekulturschalen. die 
jeweils 96 Vertiefungen enthielten, verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37* C in einer Atmosphare 
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98% 1 1 Tage lang inkubiert. 

Die Antikorper zeichnen sich aus durch ihre inhibierende Wirkung auf die TNF-Bindung an HL60-Zellen 
Oder durch ihre Bindung an Antigen im Filtertest gemass Beispiel 1. Zum Nachweis der biologischen 
Aktivitat von anti(TNF-BP)-Antikorpern wurde folgendermassen verfahren: 5x1 0 6 HL60 Oder U937-Zellen 
wurden in vollstandigem RPMI 1640 Medium zusammen mit affinitatsgereinigten monoklonalen anti-(TNF- 
BP)-Antik6rpern oder KontroMantikorpern (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerictftet sind) in. einem 
Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 10 ug/ml inkubiert. Nach einer Stunde Inkubation bei 37 *C wurden 
die Zelien durch Zentrifugation gesammelt und mit 4,5 ml PBS bei 0*C gewaschen. Sie wurden in 1 ml 
vollstandigem RPMI 1640 Medium (Beispiel 2), das zusStelich 0.1% Natriumazid und . ,25 I-TNF<* (10 6 
cpm/ml) mit oder ohne Beigabe von unmarkiertem TNFa (s.o.) enthielt. resuspendiert. Die spezifische 
Radioaktivitat des 125 l-TNFa betrug 700 Ci/mmol. Die Zelien wurden 2 Stunden bei 4*C inkubiert, 
gesammelt und 4 mal mit 4,5 ml.. PBS, das 1% BSA und 0.001% Triton X 100 (Fluka) enthielt bei 0*C 
gewaschen. Die an die Zelien gebundene Radioaktivitat wurde in einem y-Scintillations-zahler gemessen. In 
einem vergleichbaren Experiment wurde die zellgebundene Radioaktivitat von Zelien, die nicht mit anti- 
(TNF-BP)-Antikdrpern behandelt worden waren t bestimmt (ungefahr 10 000 cpm/5xl0 6 Zelien). 



Beispiel 4 



Affinitatschromatographie 

Fur die weitere Reinigung wurden jeweils ein gemass Beispiel 3 erhaltener monoklonaler anti-(55 kD 
TNF-BP)-Antik6rper (2 f 8 mg/ml Gel). TNFa (3,0 mg/ml Gel) und Rinderserumalbumin (BSA, 8,5 mg/ml Gel) 
gemass den Vorschriften des Herstellers kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala. 
Schweden) gekoppelt. Der gemass Beispiel 2 erhaltene Zellextrakt wurde uber die so hergestellten und in 
der folgenden Reihenfolge hintereinandergeschalteten Saulen geleitet: BSA-Sepharose-Vorsaule, Immunaffi- 
nitatssaule [Anti-(55 kD-TNF-BP)-Antikorper], TNFa-Ligand-Affinitatssaule. Nach vollstandigem Auftrag wur- 
den die beiden letztgenannten Saulen abgetrennt und einzeln fur sich mit je 100 ml der folgenden 
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Pufferlosungen gewaschen: (1) PBS, 1.0% Triton X-100. 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin- (2) PBS 
0,1% Triton X-100, 0.5M NaCI, 10 mM ATP. 10 mM Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin; und (3) PBS 0 1% 
Tnton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. Sowohl die Immun- als auch die TNFa-Ligand- 
Affmitatssaule wurden dann mit 100 mM Glycin pH 2.5. 100 mM NaCI. 0,2% Decylmaltoside 10 mM 
Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin jede fur sich eluiert. Die im Filtertest gemass Beispiel 1 aktiven Fraktionen 
jeder Saule wurden danach jeweils vereint und mit IM Tris pH 8,0 neutralisiert. 

Die so vereinten TNF-BP-aktiven Fraktionen der Immun-Affinitatschromatographie einerseits und der 
TNFa-Ligand-Affinitatschromatographie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmals auf je eine 
kleme TNFa-Ligand-Affinitatssaule aufgetragen. Danach wurden diese beiden Saulen mit je 40 ml von (1) 
PBS, 1,0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin. (2) PBS, 0,1% Triton X-100, 0 5M NaCI 
10 mM ATP. 10mm Benzamidin. 100 E/ml Aprotinin. (3) PBS. 0.1% Triton X-100. (4) 50 mM Tris PH 7 5* 
150 mM NaCI. 1.0% NP-40. 1.0% Desoxycholat. 0.1% SDS. (5) PBS, 0.2% Decylmaltosid gewaschen' 
Anschhessend wurden die Saulen mit 100 mM Glycin pH 2.5. 100 mM NaCI, 0,2% Decylmaltosid eluiert 
Fraktionen von 0.5 ml von jeder Saule wurden fur sich gesammelt und die gemass Filtertest (Beispiel 1) 
aktiven Fraktionen von jeder Saule jeweils fur sich vereint und in einer Centricon-Einheit (Amicon 
Molekulargewichts-Ausschluss 1 0 000) aufkonzentriert. 

Beispiel 5 



Auftrennung mittels HPLC 

Die gemass Beispiel 4 erhaltenen aktiven Fraktionen wurden gemass ihrer unterschiedlichen Herkunft 
(Immun- bzw. Ligand-Affinitatschromatographie) jeweils fur sich auf C1/C8 Umkehrphasen-HPLC-Saulen 
(ProFtPC. Pharmacia. 5x20 mm), die mit 0.1% Trifluoressigsaure, 0.1% Octylglucosid equilibriert worden 
waren, aufgetragen. Die SSulen wurden dann mit einem linearen Acetonitril-Gradienten (0-80%) im gleichen 
Puffer bei einem Fluss von 0.5 ml/min eluiert. Fraktionen von 1,0 ml wurden von jeder Saule gesammelt 
und die aktiven Fraktionen von jeder, Saule fur sich vereint (Nachweis gemass Beispiel 1). 

Beispiel 6 



Auftrennung mittels SDS-PAGE 

Die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch 
SDS-PAGE gemass [34] weiter aufgetrennt. Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wahrend 3 
M.nuten auf 95 C erhitzt und anschliessend auf einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem 5%igen 
Sammelgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Referenz zur Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte 
auf dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: Phosphorylase B (97 4 kD) BSA 
(66.2 kD). Ovalbumin (42,7 kD), Carboanhydrase (31.0 kD). Soya Trypsin-lnhibitor (21,5 kD) und Lysozym 
(14,4 kD). 

Unter den genannten Bedingungen wurden fur Proben, die gemass Beispiel 4 durch TNF-o-Ligandenaf- 
fmitatschromatographie von Immunaffinitatschromatographieeluaten erhalten und durch HPLC gemass Bei- 
spiel 5 weiter aufgetrennt worden waren. zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwachere Banden 
von 38 kD, 36 kD und 34 kD erhalten. Diese Banden wurden in einem Mini Trans Blot System (BioRad 
Richmond, California, USA) elektrophoretisch wahrend 1 Stunde bei 100 V in 25 mM Tris 192 mM Glycin 
20% Methanol auf eine PVDF-Membran (Immobilon. Millipore. Bedford. Mass. USA) tra'nsferiert Danach 
wurde d.e PVDF-Membran entweder mit 0,15% Serva-Blau (Serva, Heidelberg. BRD) in 
Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) auf Protein gefarbt Oder mit entfettetem Milchpulver 
blockiert und anschliessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktivitat mit '*S|-TNFo, gemass den in 
Beispiel 1 beschriebenen Filtertestbedingungen inkubiert. Dabei zeigte sich, dass alle in der Proteinfarbung 
zur Darstellung gelangten Banden spezifisch TNF« banden. Alle diese Banden banden im Western Blot 
nach Towbm et al. [38] auch den gemass Beispiel 3 hergestellten monoklonalen Anti-55kD-TN F- BP- 
Ant.korper. Dabe. wurde ein gemass dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren mit Na'« | radioaktiv 
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markierter, affinitatsgereinigter (Mausimmunglobulin-Sepharose-4B-Affinitatssaule) Kaninchen-anti-Maus- 
Immunoglobulin-Antikorper zum autoradiographischen Nachweis dieses Antikorpers eingesetzt. 

Proben, die gemass Beispiel 4 durch zweimalige TNF-a-Ligandenaffinitatschromatographie des Durch- 
laufs der Immunaffinitatschromatographie erhalten und durch HPLC gemass Beispiel 5 weiter aufgetrennt 

5 worden waren, zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedingungen zwei 
zusatzliche Banden von 75 kD und 65 kD t die beide im Filtertest (Beispiel 1) spezifisch TNF banden. Im- 
Western Blot gemass Towbin et al. (s.o.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mit dem 
gemass Beispiel 3 hergestellten anti-(55 kD TNF-BP)-Antik6rper. Sie reagierten allerdings mit einem 
monoklonalen Antikorper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-Antikorper) gemass 

to Beispiel 3 erzeugt worden war. 



Beispiel 7 

75 

Aminosauresequenzanalyse 

Zur Aminosauresequenzanalyse wurden die gemass Beispiel 5 erhaltenen und gemass Filtertest 

20 (Beispie! T)~aktiven Fraktionen-mittols der in Beispiel 6 beschriebenen, nun je^bch reciuzierenden, SDS- 
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothreitol) aufgetrennt. Es wurden die gleichen 
Banden wie gemass Beispiel 6 gefunden, die allerdings auf Grund der reduzierenden Bedingungen der 
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 6 alle urn etwa 1-2 kD hohere Molekulargewichte zeigten. Diese 
Banden wurden dann gemass Beispiel 6 auf PVDF-Membranen ubertragen und mit 0,15% 35 Serva-Blau in 

25 Methanol/Wasser/Eisessig (50/40/10 Volumenteile) wahrend 1 Minute gefarbt, mit Methanol/Wasser/Eisessig 
(45/48/7 Volumenteile) entfarbt, mit Wasser gespult, luftgetrocknet und danach ausgeschnitten. Bei samtli- 
chen Schritten wurden zur Vermeidung von N-terminaler Blockierung die von Hunkapiller [34] angegebenen 
Bedingungen eingehalten. Zunachst wurden die gereinigten TNF-BP unverandert zur Aminosauresequen- 
zierung eingesetzt. Urn zusatzliche Sequenzinformation zu erhalten. wurden die TNF-BP nach Reduktion 

30 und S-Carboxymethylierung [Jones. B.N. (1986) in "Methods of Prptein Microcharacterisation", J.E. Shively. 
ed., Humana Press, Clifton NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tarr, G.E. in "Methods of Protein Microcharacteri- 
sation", 165-166, op.cit.), Trypsin und/oder Proteinase K gespalten und die Peptide mittels HPLC nach 
bekannten Methoden der Proteinchemie aufgetrennt. So vorbereitete Proben wurden dann in einem 
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerat (Applied' Biosystems Modell 470A/ ABI. Foster City, 

35 Calif., USA) mit einem on-line nachgeschalteten automatisierten HPLC PTH-Aminosaureanaiysator (Applied 
Biosystems Modell 120. ABI s.o.) sequenziert, wobei die folgenden Aminosauresequenzen bestimmt 
wurden: 

1., Fur die 55 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-VahCys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-X- 
40 Asn-Ser-lle, 
und 

Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys 
wobei X fur einen Aminosaurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
2., Fur die 51 kD und die 38 kD-Banden (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): 
45 Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-AsP-Arg-Glu 

3.. Fur die 65 kD-Bande (gemass nichtreduzierender SDS-PAGE): Bei der N-terminalen Sequenzierung 
der 65 kD Bande wurden bis zum 15. Rest ohne Unterbrechung zwei parallele Sequenzen ermittett. Da 
eine der beiden Sequenzen einer Teilsequenz des Ubiquitins [36.37] entsprach. wurde fur die 65 kD- 
Bande die folgende Sequenz abgeleitet: 
so Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys. 

wobei X fur einen Aminosaurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte. 
Weitere Peptidsequenzen fur 75(65)kDa-TNF-BP wurden bestimmt: 
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu 
und 

55 Ser-Gln-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu 
und 

Val-Phe-Cys-Thr 
und 
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Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Ala 
und 

Leu-Cys-Ala-Pro 
und 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp 
und 

Gly-Ser-G(n-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 

wobei X fur einen Aminosaurerest stent, der nicht bestimmt werden konnte. 



Beispiel 8 



Bestimmung von Basen-Sequenzen von komplementarer DNA (cDNA) 

Ausgehend von der Aminosauresequenz gemass Formel IA wurden unter Berucksichtigung des 
genetischen Codes zu den Aminosaureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, volistandig degenerierte 
Oligonucleotide in geeigneter Komplementaritat synthetisiert ("sense" and "antisense" Oligonucleotide) 
Totale zellulare RNA wurde aus HL60-Zellen isoliert [42. 43], und der ersts cDNA-Strang durch Oligo-df- 
Priming oder durch Priming mit dem "antisense" Oligonucleotid mittels eines cDNA-Synthese-Kits (RPN 
1256, Amersham. Amersham, England) gemass der Anleitung des Herstellers synthetisiert. Dieser cDNA- 
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten "sense" und "anti-sense" Oligonucleotide wurden in 
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR. Perkin Elmer Cetus. Norwalk, CT. USA gemass Anleitung des 
Herstellers) dazu verwendet. die fur die Aminosaure-Reste 8-16 (Formel IA) codierende Basesequenz als 
cDNA-Fragment zu synthetisieren. Die Basensequenz dieses cDNA-Fragmentes lautef 5'- 
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3 . Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet. urn nach 
bekannten Verfahren einen fur das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-KIon in einer Xgt11-cDNA-Genbank 
von menschlicher Placenta zu identifizieren (42,43). Dieser Klon wurde dann nach ublichen Methoden aus 
dem X-Vektor geschnitten und in die Plasmide pUCl8 (Pharmacia. Uppsala. Sweden) und pUCl9 
(Pharmacia. Uppsala. Sweden) und in die M13mp18/M13mp19 ■ Bacteriophagen (Pharmacia. Uppsala, 
Sweden) kloniert (42,43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Klons wurde mit einem Sequenase-Kit (U S 
Biochemical, Cleveland. Ohio. USA) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. Die Nukleotidsequenz 
und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz fur das 55 kD TNF-BP und dessen Signalpeptid 
(Aminosaure "-28" bis Aminosaure "0") ist in Figur 1 mittels der im Stand der Technik ublichen 
Abkurzungen fur Basen wie Aminosauren dargestellt. Aus Sequenzvergleichen mit anderen, bereits bekann- 
ten Rezeptorproteinsequenzen lassen sich ungefahr 180 Aminosauren enthaltende N-terminale wie 220 
Aminosaure enthaltende C-terminaie Domanen, die von einer nach den Sequenzvergleichen typischen 
Transmembran-Region von .19 Aminosauren (in Figur 1 unterstrichen) getrennt werden. bestimmen Hypo- 
thetische Glykosylierungsstellen sind in Figur 1 durch Sterne uber der entsprechenden Aminosaure 
gekennzeichnet. 

Im Wesentlichen analoge Techniken wurden dazu eingesetzt. 75/65 kD TNF-BP codierende Partielle 
cDNA-Sequenzen zu identifizieren, wobei allerdings in diesem Fall genomische humane DNA und von 
Peptid IIA abgeleiteten volistandig degenerierte 14-mere und 15-mere "sense" und "antisense" Oligonu- 
cleotide verwendet wurden, urn eine primare. 26 bp cDNA-Probe in einer Polymerase-Kettenreaktion 
herzustellen. Diese cDNA-Probe wurde dann dazu verwendete in einer HL-60 cDNA-Bibliothek cDNA-Klone 
von verschiedener Lange zu identifizieren. Diese cDNA-Bibliothek wurde mittels isolierter HL60 RNA und 
einem cDNA-Klonierungskit (Amersham) nach den Angaben des Herstellers hergestellt. Die Sequenz eines 
solchen cDNA-Klons 1st in Figur 4 dargestellt. wobei nochmalige Sequenzierung zu folgender Korrektur 
fuhrte. An Stelle des Serins in Position 3 muss ein Threonin das von "ACC" nicht von "TCC" kodiert wird 
stehen. 



Beispiel 9 



Expression in COS 1-Zellen 
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Fur die Expression in COS-Zellen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid n pNl1 w konstruiert. 
Das Plasmid W PN11" enthalt den effizienten Promotor und Enhancer des "major immediate-early" Gens 
des menschlichen Cytomegalovirus ("HCMV"; Boshart et al., Cell 4i , 521-530, 1985). Hinter dem Promotor 
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, welche mehrere Restriktionsschnittstellen enthalt, die nur einmal im 
Plasmid vorkommen ("Polylinker"), u.a. die Schnittstellen fur Hindlll, Bali, BaMHI und Pvull (siehe Se- 
quenz). 

Pvull 

5 ' -AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC-3 1 
3 ' - TTCG AACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG- 5 • 

Hinter diesen Schnittstellen befinden sich drei Translations-Stopcodons in alien drei Leserastern. Hinter der 
Polylinkersequenz befindet sich das 2. Intron und das Polyadenylierungssignal des Praproinsulingens der 
Ratte (Lomedico et al., Cell 18 , 545-558, 1979). Das Plasmid enthalt ferner den Replikationsursprung des 
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322, das E. coli-Bakterien Ampicillin-Resistenz verleiht und die 
Replikation des Plasmids in E. coli ermoglicht. 

Zur Konstruktion des Expression svektors "pN123" wurde dieses Plasmid "pN11 n mit der Restriktions- 
endonuklease Pvull geschnitten und anschjjessend mit alkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho- 
rylierte Vektor wurde -danach -auseinem Agarosegel isoliert (V1). Die 5'-uberhangenden Nukleotide des 
EcoRI-geschnittenen 1 ,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cDNA (siehe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von 
Klenow-Enzym aufgefullt. Anschliessend wurde dieses Fragment aus einem Agarosegel isoliert (Fl). 
Danach wurden V1 und F1 mittels T4-Ligase miteinander verbunden. E. coli HB 101 -Zellen wurden dann mit 
diesem Ligierungsansatz nach bekannten Methoden 142] transformiert. Mit Hilfe von Restriktionsanalysen 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden [42] wurden Transformanten identifiziert. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das 1,3kb EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP-cDNA in der 
fur die Expression uber den HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielt. Dieser Vektor erhielt die 
Bezeichnung M pNl23". 

Zur Konstruktion des Vektors n pK19 M wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment, welches 
nur die fur den extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA enthalt (Aminosauren -28 bis 182 
gemass Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie erhalten (Saiki et al., Science 230 , 1350-1354, 1985. 
siehe auch Beispiel 8). Die folgenden Oligonukleotide wurden, urn die fur den extrazellularen Teil des 55 kD 
TNF-BP codierende cDNA aus "pNl23" zu amplifizieren, verwendet: / 

BAMHI 

5 ' - CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC- 3 ' 

ASP718 

3 ' - CGTGACTCCTG AGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC- 5 * 

Durch diese Oligonukleotide wurden ebenfalls zwei Stopkodons der Translation hinter Aminosaure 182 
eingefuhrt Das so amplifizierte DNA-Fragment wurde mit BamHI und Asp7l8 geschnittene die hierbei 
entstandenen uberstehenden Enden mit Hilfe des Klenow-Enzyms aufgefullt und dieses Fragment an- 
schliessend aus einem Agarosegel isoliert (F2). F2 wurde dann mit V1 ligiert und der gesamte Ansatz zur 
Transformation von E. coli HB101, wie bereits beschriebene verwendet. Transformanten. die mit einem 
Plasmid transformiert worden waren, welches das DNA-Fragment in der fur die Expression uber den 
HCMV-Promotor korrekten Orientierung enthielten t wurden mittels DNA-Sequenzierung (s.o.) identifiziert. 
Das daraus isolierte Plasmid erhielt die Bezeichnung w pK19 n . 

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden n pN123" Oder M pKl9 M wurde nach der von Feigner et 
al. veroffentlichten Lipofections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1987) durchgefuhrt. 72 
Stunden nach erfolgter Transfektion wurden die mit n pN!23" transfizierten Zellen nach bekannten Metho- 
den mit ,25 l-TNFa auf Bindung analysiert. Das Resultat der Scatchard-Analyse [Scatchard, G. ( Ann. N.Y. 
Acad. Sci. 51^ , 660, 1949] der so erhaltenen Bindungsdaten (Figur 2A) ist in Figur 2B dargestellt. Die 
Kulturuberstande der mit "pK19" transfizierten Zellen wurden in einem "Sandwich "-Test untersucht Dazu 
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Arlington, VA, USA) mit 100 ul/Loch eines Kaninchen-anti-Maus 
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Immunglobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert. Anschliessend wurde die Platte gewaschen und mit einem 
anti-55 kD TNF-BP-Antikorper. der gemass Beispiel 3 durch seine Antigenbindung nachgewiesen und 
isoliert wurde. der aber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert, inkubiert (3 Stunden. 20 " C) Die Platte 
wurde dann wieder gewaschen und Uber Nacht bei 4* C mit 100 ul/Loch der KulturuberstSnde (1:4 verdunnt 
mit 1% entfetteter Milchpulver enthaltendem Puffer A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCI 5 mM EDTA 
0,02% Na-Azid) inkubiert. Die Platte wurde entleert und mit ' 2S l-TNFa enthaltendem Puffer A (10 s cpm/ml' 
100 ul/Loch) mit Oder ohne Zusatz von 2 ug/ml unmarkiertem TNF wShrend 2 Stunden bei 4* C inkubiert 
Danach wurde die Platte 4 mal mit PBS gewaschen, die einzelnen Locher wurden ausgeschnitten und in 
einem -,-Zahler gemessen. Die Resultate von 5 parallelen Transfektionen (Saulen # 2. 3 4 6 und 7) von 
zwe. Kontroll-Transfektionen mit dem P Nl1-Vektor (Saulen # 1. 5) und von einer Kontrolle'mit HL60-Zell- 
Lysat (Saule # 8) sind in Figur 3 dargestellt. 



Beispiel 10 



Expression in Insektenzellen 

Fur die Expression in einem, Baculovirus-Expressionssystem wurde von dem Plasmid "pVL941 " 
(Luckow und Summers. 1989, "High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa 
californ.a Nuclear Polyhedrosis virus Expression Vectors". Virology 170 , 31-39) ausgegangen und dieses 
folgendermassen modifiziert. Es wurde die einzige EcoRI-Restriktionsschnittstelle in M pVL941" entfernt 
indem das Plasmid mit EcoRI geschnitten und die Uberstehenden s'-Enden mit Klenow-Enzym aufgefullt 
wurden. Das hieraus erhaltene Plasmid pVL94l/E- wurde mit BamHI und Asp718 verdaut und der 
Vektorrumpf anschliessend aus einem Agarosegel isoliert. Dieses Fragment wurde mit einem synthetischen 
Oligonukleotid der folgenden Sequenz ligiert: 

BamHI EcoRI Asp718 
5' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3' 

3 ' - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5 • 

t 

E. coli HB101 wurde mit dem Ligierungsansatz transformiert und Transformanten. die ein Plasmid 
enthielten, in welches das Oligonukleotid korrekt eingebaut worden war. wurden durch Restriktionsanalyse 
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.o.) identifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704" 
genannt. Zur Konstruktion des Transfervektors "pN113" wurde dieses Plasmid "pNR704" mit EcoRI 
geschn.tten. mit alkalischer Phosphatase behandelt und der so erzeugte Vektorrumpf (V2) anschliessend 
aus einem Agarosegel isoliert. Das wie oben mit EcoRI geschnittene 1.3 kb-Fragment der 55 kD TNF-BP- 
cDNA wurde m.t Fragment V2 ligiert. Mit diesem Ligierungsansatz erhaltene Transformanten. die ein 
Plasmid enthielten, welches das cDNA-lnsert in der korrekten Orientierung fur die Expression uber den 
Polyhednnpromotor enthielten. wurden identifiziert (s.o.). Der daraus isolierte Vektor erhielt die Bezeichnunq 
PN113". a 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pN119" wurde folgendermassen vorgegangen Das 1 3 kb 
EcoRI/EcoRI-Fragment der 55 kD TNF-BP cDNA in dem " P UCl9"-Plasmid (siehe Beispiel 8) wurde mit 
Banl verdaut und mit dem folgenden synthetischen Oligonukleotid ligiert: 

BanI Asp718 



5' - GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3 



3 ' - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC 



5 ' 



Mit dem obigen Adaptor werden zwei Stopcodons der Translation hinter Aminosaure 182 und eine 
Schnittstelle fur die Restriktionsendonuklease Asp718 eingebaut. Nach erfolgter Ligation wurde der Ansatz 
mit EcoRI und As P 718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert. Weiterhin wurde das 
eben alls mit Asp718 und EcoRI geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Ligierungsansatz in 
C0 " HB101 tr ansformiert. Die Identifikation der Transformanten, welche ein Plasmid enthielten. in das die 
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partielle 55 kD TNF-BP cDNA korrekt fur die Expres sion integriert worden war, erfolgte wie bereits 
beschrieben. Das aus diesen Transformanten isolierte Plasmid erhielt den Namen "pN119 n . 

Zur Konstruktion des Transfervektors "pNl24" wurde folgendermassen vorgegangen. Das in Beispiel 9 
beschriebene, fur den extrazellularen Teil des 55 kD TNF-BP codierende cDNA-Fragment wurde mit den 
angegebenen Oligonukleotiden mit Hilfe der PCR-Technologie f wie in Beispiel 9 beschriebene amplifiziert. 
Dieses Fragment wurde mit BamHI und Asp7l8 geschnitten und aus einem Agarosegel isoliert (F4). Das 
Plasmid • , pNR704 M wurde ebenfalls mit BamHI und Asp718 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde 
isoliert (s.o.). Die Fragmente V4 und F4 wurden ligiert, E. coli HB101 damit transformiert und der 
rekombinante Transfervektor "pN124" wurde, wie beschrieben, identifiziert und isoliert. 

2ur Transfektion der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 ug des Transfervektors 
"pNIIS" wurden mit 1 ug DNA des Autographa californica-Nuklear-polyhedrosisvirus (AcMNPV) (EP 
127839) in Sf9-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert Polyhedrin negative Viren wurden identifiziert und aus 
"Plaques" gereinigt [52J. Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum Sf9 Zellen wie in [52] 
beschriebene infiziert. Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zellen auf Bindung von TNF mittels 
,25 l-TNFor untersucht. Dazu wurden die transfektierten Zellen mit einer Pasteurpipette von der Zellkultur- 
schale abgewaschen und bei einer Zelldichte von 5x10 6 Zellen/ml Kulturmedium {52], das 10 ng/ml 125 l- 
TNF-o enthielt. sowohl in Anwesenheit wie Abwesenheit von 5 ug/ml nichtmarkiertem TNF-a resuspendiert 
und 2 Stunden auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die 
zellgebundene Radioaktivitat in einem -y-Zahler gezahlt (siehe Tabelle 2). 

"" ■ "* * " * Tabelle 2 ' - • 



Zellen 


Zellgebundene 
Radioaktivitat pro 1 0 6 
Zellen 


nichtinfizierte Zellen (Kontrolle) 


60 cpm 


infizierte Zellen 


1600 t.330 cpm 1) 



Mittelwert und Standardabweichung aus 4 Experjmenten 



Beispiel 1 1 

Analog zu dem in Beispiel 9 beschriebenen Verfahren wurde das fur den extrazellularen Bereich des 55 
kDa TNF-BP codierende cDNA-Fragment, nun jedoch mit den folgenden Oligonukleotiden als Primer, in 
einer Polymerasen-Kettenreaktion amplifiziert: 

Oligonukleot id 1: 
Sst I 

S^TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3 1 
Oligonukleot id 2: 



Sst I 

5'-ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG-3 • 



Dieses cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H T 3-Vektor [DSM 5523; Europaische Patentanmeldung' Nr. 
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90107393.2; Japanische Patentanmeldung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] ligiert 
aus dem die CD4-cDNA uber die Sst l-Restriktions-Schnittstellen herausgenommen worden vyar. Sstl- 
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor pCD4-H-y3 sowohl vor wie in dem CD4-Teilsequenzstuck wie 
dahinter. Das Konstrukt wurde mittels Protcplastenfusion nach Oi et al. (Procd. Natl. Acad. Sci. USA 80 
825-829, 1983) in J558-Myelomzellen (ATCC Nr. TIB6) transfiziert Transfektanten wurden durch Zugabe 
von 5 ug/ml Mycophenolsaure und 250 ug/ml Xanthin (Traunecker et al.. Eur. J. Immunol. 16 , 851-854 
[1986]) in das Grundmedium (Dulbecco's modifiziertes Eagle's Medium, 10% fotales Kalbefserurn. 5 x 
10 5 M 2-Mercaptoethanol) selektioniert. Das von den transfizierten Zellen sekretierte Expressionsprodukt 
konnte mittels ublicher Methoden der Proteinchemie, z.B. TNF-BP-Antikorper-Affinitatschromatographie. 
gereinigt werden. Falls nicht bereits spezifisch angegeben. wurden zur Kultivierung der verwendeten 
Zelllinien. zum Klonieren. Selektionieren bzw. zur Expansion der klonierten Zellen Standardverfahren, wie 
z.B. von Freshney, R.I. in "Culture of Animal Cells", Alan R. Liss. Inc.. New York (1983) beschrieben. 
verwendet. 
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Anspruche 

1. Nichtlosliche Proteine und losliche Oder nichtlosliche Fragmente davon, die TNF binden, in homogener 
Form, sowie deren physiologisch vertragliche Salze. 

2. Verbindungen gemass Anspruch 1, die durch Molekulargewichte gemass SDS-PAGE unter nichtreduzie- 
renden Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kD charakterisiert sind. 

3. Verbindungen gemass einem der Anspruche 1 und 2, die wenigstens eine der folgenden Aminosaurese- 
quenzen enthalten: 

Leu-Val-Pro-His-Leu-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gln-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-X-Asn- 
Ser-lle; 

Ser-Thr-pro-Glu-Lys-Glu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-Thr-Lys; 

Leu-Pro-Ala-Gln-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys; 

lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu; 

Ser-Gln-Leu-GIu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu; 
Val-Phe-Cys-Thr; 

Asn-Gln-Pro-Gln-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Ala; 

Leu-Cys-Ala-Pro; 

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp; 

Gly-Ser-Gln-Gly-Pro-Glu-Gln-Gln-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro 
wobei X fur einen nicht bestimmten Aminosaurerest steht. 
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4. DNA-Sequenzen. die fur nichtlosliche Proteine Oder losliche wie nichtlosliche Fragmente davon die TNF 
binden, kodieren. wobei solche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswahlbar sind- 

(a) DNA-Sequenzen. wie sie in Figur 1 oder Figur 4 dargestellt sind. wie deren komplementaren Stranqe 
Oder solche. die diese Sequenzen umfassen; ' 
i (b) DNA-Sequenzen. die mit wie unter (a) definierten Sequenzen Oder Fragmenten davon hybridisieren- 

c DNA-Sequenzen. die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen wie unter' 
kodieren defm ' 8rte h y bridisieren - aber ^ Polypeptide mit genau gleicher Aminosauresequenz 

5. DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 4. die eine Kombination aus zwei Teil-DNA-Sequenzen umfassen 
) wobei die e.ne Teilsequenz fur losliche Fragmente von nichtloslichen Proteinen. die TNF binden kodiert 

unci die andere Te.l-Sequenz, fur alle Domanen ausser der ersten Domane der konstanten Region der 
schweren Kette von humanen Immunglobulinen. wie IgG. IgA, IgM bzw. IgE. kodiert 

6 DNA-Sequenzen gemSss Anspruch 5. wobei besagte humane Immungiobuline IgM bzw. solche der 

Klasse IgG sind. 

7. DNA-Sequenzen gemass Anspruch 6, wobei besagte humane Immungiobuline solche vom Typ lq| bzw 

Igo sind. - ' 

8 Von DNA-Sequenzen gemSss einem der Anspruche 4-7 kodierte rekombinante Proteine. wie allelische 
Vananten, oder Deletions-. Substitutions- oder Additionsanaloge davon. 

9. Vektoren. die DNA-Sequenzen gemass einem der Anspruche 4-7 enthalten und zur Expression der von 
diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischerv wie eukaryotischen Wirtssystemen geeig- 

10. Prokaryotische- wie eukaryotische Wirtssystemen die mit einem Vektor gemSss Anspruch 9 transfor- 
med worden sind. 

11. Wirtssysteme gemass Anspruch 10. wobei diese Sauger- oder Insektenzellen sind 

12. Gegen eine Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 gerichtete Antikorper 

13. E.n Verfahren zur Isolierung einer Verbindung gemSss einem der Anspruche 1-3. dadurch gekennzeich- 
net dass man im wesentlichen die folgenden Reinigungsschritte nacheinander ausfuhrt: Herstellung eines 
Zellextraktes. Immunaffinitatschromatographie und/oder ein- oder mehrfache Ligandenaffinitatschromatogra- 
ph.e, HPLC und praparative SDS-PAGE und falls gewunschte die so isolierten Verbindungen chemisch oder 
enzymatisch spaltet und/oder in geeignete Salze iiberfuhrt. 

14. Ein Verfahren zur Herstellung einer Verbindung gemass Anspruch 8. das dadurch gekennzeichnet ist 
dass man e.n wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchtes transformiertes Wirtssystem in einem geeigneten 
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst Oder dem Medium solche Verbindungen isoliert 

15. Pharmazeutische Praparate. dadurch gekennzeichnet. dass sie eine oder mehrere' Verbindung(en) 
gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8. gewunschtenfalls in Kombination mit weiteren pharmazeutisch 
wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten. therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien ent- 
halten. 

16. Pharmazeutische Praparate zur Behandlung von Krankheiten. bei denen TNF involviert ist wobei solche 
Praparate dadurch gekennzeichnet sind. dass sie eine oder mehrere Verbindung(en) gemSss einem der 
Anspruche 1-3 Oder 8. gewunschtenfalls in Kombination mit weiteren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen 
und/oder nicht-toxischen. inerten, therapeutisch vertraglichen Tragermaterialien enthalten 

ten VerwendUf19 einer Verbindun 9 gemSss einem der Anspruche 1-3 Oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 

18. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspruche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei- 
ten, bei denen TNF involviert ist. 

19. Eine wie in einem der Anspruche 1-3 oder 8 beanspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie 
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchten Verfahren hergestellt worden ist. 
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Fiqur 1 



-185 
-125 
-65 



GAATTCGGGGGGGTTCAAGATCACTGGGACCAGGCCGTGATCTCTATGCCCGAGTCTCAA 
CCCTCAACTGTCACCCCAAGGCACTTGGGACGTCCTGGACAGACCGAGTCCCGGGAAGCC 
CCAGCACTGCCGCTGCCACACTGCCCTGAGCCCAAATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTG 

-30 MetGlyLeuSerThrValProAspLeuLeuLeiiProLeuValLeuLeuGluLeu 
-5 TCTGGCATGGGCCTCTCCACCGTGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCCTGGAGCTG 

+1 

-10 LeuValGlylleTyrProSerGlyVallleGlyLeuValProHlsLeuGlyAspArgGlu 
55 TTGGTGGGAA.TATACCCCTCAGGGGTTATTGGACTGGTCCCTCACCTAGGGGACAGGGAG 

10 LysArgAspSerValCysProGlnGlyLysTyrlleHisProGliiAsnAsnSerlleCys 
115 AAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGGAAAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGC 

30 CysThrLysCysHisLysGlyThrTyrLeuTyrAsnAspCysProGlyProGlyGlnAsp 
175 TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTGTCCAGGCCCGGGGCAGGAT 

5 0 ThrAspCy sArgGluCysGluSerGl vSerPheThrAJ.aSerGluAsnHisLeuArqHis 
235 ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCTTC^GCGCTTCAGAAAACCACCTCAGAGAC 

* * • • 

70 CysLeuSerCysSerLysCysArgLysGluMetGlyGlnValGluIleSerSerCysThr 
295 TGCCTCAGCTGCTCCAAATGCCGAAAGGAAATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACA 



90 
355 



ValAspArgAspThrValCysGlyCysArgLysAsnGlnTyrArgHisTyrTrpSerGlu 
GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCATTATTGGAGTGAA 

*** . ***. 

110 AsnLeuPheGlnCysPheAsnCysSerLeuCysLe\iAsnGlyThrValHisLeuSerCys 
4 15 AACCTTTTCCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCCTGC 

• * • • 

130 GlnGluLysGlnAsnThrValCysThrCysHisAlaGlyPhePheLe\2ArgGluAsnGlu 
475 CAGGAGAAACAGAACACCGTGTGCACCTGCCATGCAGGTTTCTTTCTAAGAGAAAACGAG 

150 CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln 
535 TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGCCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAG 

170 IleGluAsnValLysGlyThrGluAspSerGlvThrThr Val T^nT^nPrnTPiiVa 1 T1 ^ 
595 ATTGAGAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGCACCACAGTGCTGTTGCCCCTGGTCATT 

190 PhfiPhfiGI vLpnCv^T,f»nT,Pn«^# a rT, 0 nT.PnPh^T1< a r:i y T. 0 ,iM Q< -^ y ^fi^g Ty w^ lnAr J 
655 TTCTTTGGTCTTTGCCTTTTATCCCTCCTCTTCATTGGTTTAATGTATCGCTACCAACGG 

210 TrpLysSerLysLeuTyrSerlleValCysGlyLysSerThrProGluLvsGluGlyGlu 
715 TGGAAGTCCAAGCTCTACTCCATTGTTTGTGGGAAATCGACACCTGAAAAAGAGGGGGAG 

*** 

230 LeuGluGlyThrThrThrLysProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly 
775 CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCCCTGGCCCCAAACCCAAGCTTCAGTCCCACTCCAGGC 

q« ?^^£ roThrLeuG1 y p heSerProVaiproSerSerThrPheThrSerSerSerTh^ 
835 TTCACCCCCACCCTGGGCTTCAGTCCCGTGCCCAGTTCCACCTTCACCTCCAGCTCCACC 

112 ^ T ^ ProG1 y^P c y spr ^nPheAlaAlaProArgArgGluValAlaProProTyr 
8 95 TATACCCCCGGTGACTGTCCCAACTTTGCGGCTCCCCGCAGAGAGGTGGCACCACCCTAT 

955 CAGGGGGCTGACCCCATCCTTGCGACAGCCCTCGCCTCCGACCCCATCCCCAACCCCCTT 
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Fiqur 1 (Forts. ) 



* " * • • • 

310 GlnLysTrpGluAspSerAlaHisLysProGlnSerLeuAspThrAspAspProAlaThr 
1015 CAGAAGTGGGAGGACAGCGCCCACAAGCCACAGAGCCTAGACACTGATGACCCCGCGACG 




350 GlyLeuSerAspHisGluIleAspArgLeuGluLeuGlnAsnGlyArgCysLeuArgGlu 
1135 GGGCTGAGCGACCACGAGATCGATCGGCTGGAGCTGCAGAACGGGCGCTGCCTGCGCGAG 

• • ... 

370 AlaGlnTyrSerMetLeuAlaThrTrpArgArgArgThrProArgArgGluAlaThrLeu 
1195 GCGCAATACAGCATGCTGGCGACCTGGAGGCGGCGCACGCCGCGGCGCGAGGCCACGCTG 

* * * • • 

3 90 GluLeuLeuGlyArgValLeuArgAspMetAspLeuLeuGlyCy sLeuGluAspIleGlu 
1255 GAGCTGCTGGGACGCGTGCTCCGCGACATGGACCTGCTGGGCTGCCTGGAGGACATCGAG 
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Fiaur * 



SerflspSerUa I CyaflapSerCyaG I uflapSerThrTyrThrG I nleuTrpftanTrpUa I 
TCGGflCTCCGTGTGTGflCTCCTGTGflGGflCflGCfiCflTflCflCCCflGCTCTGGflflCTGGGTT 

ProG I uCyaLeuSerCyaG I ySerftrgCyaSerSerflapG InUalG I uThrG I nfl I aCya 
CCCGflGTGCTTGflGCTGTGGCTCCCGCTGTflGCTCTGflCCflGGTGGRflfiCTCfiflGCCTGC 

ThrflrgG I uG I nflsnflrg j I eCyaThrCyaflrgPraG I yTrpTyrCyafl I oLeuSerLys 
flCTCGGGRflCflGflflCCGCfiTCTGCfiCCTGCRGGCCCGGCTGGTfiCTGCGCGCTGflGCflRG 

• • . « 

G I nG I uG I yCyaflrgLeuCyafl I aProLeuProLyaCyaflrgProG I yPheG I yUa I R I a 

CflGGRGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGflRGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGGCC 



en 



flrgProG I yThrG I uThrSerflapUa I Ua I CyaLyaProCyafl I aProG I yThrPheS 
RGRCCRGGflflCTGRflRCflTCRGRCGTGGTGTGCRRGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCC 

RanThrThrSerSerThrflspl I eCyaflrgProH i aG I n I I eCyaflanUa I Ua I fl I a I le 
RflCfiCGflCTTCflTCCflCGGflTflTTTGCfiGGCCCCflCCflGflTCTGTRflCGTGGTGGCCflTC 

ProG lyflanfl I oSerflrgflapfl I aUa I CyaThrSerThrSerProThrflrgSerflet fl I a 
CCTGGGRflTGCflflGCflGGGRTGCRGTCTGCflCGTCCflCGTCCCCCfiCCCGGfiGTRTGGCC 

ProG lyfll aUo I H i aLeuProG I nProUa I SerThrflrgSerG 1 nH i aThrG I nProSer 
CCflGGGGCflGTRCflCTTRCCCCflGCCflGTGTCCflCflCGflTCCCflflCflCflCCCRGCCflflGT 

ProGluProSerThrfllaProSerThrSerPheLeuLeuPronetGlyProSerProPro 
CCRGflflCCCflGCRCTGCTCCRRGCflCCTCCTTCCTGCTCCCflflTGGGCCCCrtGCCCCCCfl 

fl I aG I uG I ySer ThrG I yflapPhefl I aLeuProUa I G I yLeu I I eUa I G I yUa I Thrfl I a 
GCTGRRGGGflGCflCTGGCGflCTTCGCTCTTCCflGTTGGflCTGRTTGTGGCTGTGflCflGCC 

• 

LeuG I yLeuLeu i I e 1 I eG 1 yUa I Ua I RanCyaUa I I I eflet ThrG I nUa I LyaLy aLya 
TTGGGTCTRCTflflTRflTRGGRGTGGTGRRCTGTGTCflTCflTGflCCCflGGTGflflflflflGRflG 

^^^ y3LeuG,nflr 9 G,ufl,aL U 3U alP^oH'3LeuProfllaflapLyafllaflrgGly 
CCCTTGTGCCTGCRGRGflGflRGCCflRGGTGCCTCflCTTGCCTGCCGRTRflGGCCCGGGGT 

1™]^!^°° ' UG ' nG ' nH 1 sLeu Leu I I eThrfl I aProSerSerSerSer SerSer 
RCflCflGGGCCCCGflGCflGCflGCflCCTGCTGRTCflCflGCGCCGRGCTCCflGCflGCflGCTCC 

r?rrirf ^T^?!° Serfl ' aLcufls PArgflrgA I aProThrflrgflanG I nProG I nfl I a 
CTGGRGflGCTCGGCCflGTGCGTTGGRCRGRRGGGCGCCCflCTCGGflflCCRGCCRCflGGCR 
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EP 0 417 563 A2 
Figur 4 ( Fortsetzunq) 



ProG I yUa I G I ufl I oSerG I yfl I aG I yG I ufl I aflrgfl I oSerThrG I ySerSerfl I aflsp 
CCflGGCGTGGflGGCCflGTGGGGCCGGGGflGGCCCGGGCCflGCflCCGGGflGCTCflGCflGflT 

* * • • 

SerSerProG I yG I yH i sG I yThrG I nUa IflsnUa I ThrCya I I eUo I flsnUa I CyaSer 
TCTTCCCCTGGTGGCCflTGGGRCCCflGGTCflflTGTCflCCTGCflTCGTGflflCGTCTGTflGC 

• • • 

SerSerflspH I aSerSerG I nCyaSerSerG I nfl I aSerSer Thrllet G I yflapThrflap 
flGCTCTGflCCflCflGCTCflCflGTGCTCCTCCCflflGCCflGCTCCflCflflTGGGflGRCflCflGnT 

SerSerProSerG I uSerProlysflspG I uG i nUa I ProPheSerLyaG I uG I uCyafl t a 
TCCflGCCCCTCGGflGTCCCCGP.flGGflCGRGCflGGTCCCCTTCTCCflfiGGflGGflflTGTGCC 

" • • • 

PheflrgSerG I nLeuG I uThrProG I uThrLeuLeuG I ySer ThrG I uG I uLyaProLeu 
TTTCGGTCflCRGCTGGRGflCGCCflGflGflCCCTGCTGGGGflGCflCCGRflGflGflflGCCCCTG 

ProLeuG I yUo I Proflapfl I aG I yrtet LyaProSer 

CCCCTTGGRGTGCCTGRTGCTGGGRTGRflGCCCRGTTRflCCflGGCCGGTGTGGGCTGTGT 
CGTRGCCRRGGTGGCTGRGCCCTGGCRGGRTGflCCCTGCGflflGGGGCCCTGGTCCTTCCfl 
GGCCCCCRCCflCTRGGRCTCTGRGGCTCTTTCTGGGCCflflGTTCCTCTflGTGCCCTCCflC 
RGCCGCflGCCTCCCTCTGflCCTGCflGGCCflRGflGCRGflGGCflGCGflGTTGTGGflflflGCCT 
CTGCTGCCRTGGCGTGTCCCTCTCGGRRGGCTGGCTGGGCflTGGflCGTTCGGGGCflTGCT 
GGGGCflflGTCCCTGRGTCTCTGTGflCCTGCCCCGCCCflGCTGCflCCTGCCflGCCTGGCTT 
?I^" GCCCTTGGGTTTTTTGTT TCTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTCTCCCCCTGGGC 
TCTGCCCRGCTCTGGCTTCCRGflflflflCCCCflGCflTCCTTTTCTGCflGRGGGGCTTTCTGG 
RGR f! GR6 i GnTGCTGCCTGRG TCfl^^ 

" Gfl " G " GGfiTGGTCCTGGGGCT CTGTGCRGGGflGGflGGTGGCRGCCCTGTflGGGflflCG 
^«^^I« BflGTTRGCTCflGGflGGCTTGGflflfiGcnTC RCCTCRGGCCflGGTGCflGT^^^ 
I^^I5 TGflTCCCflGCBCTTTGGGflGGCTG R GG CGGGTGGRTCflCCTGRGGTTflGGfl 

^SSSSISS TGGCGGGCflCCTflTflGTC CCRGCTflCTCflGRRGCCTGflGGCTGGGflflflT 

Trrr^ro^o BGGGB 

Io^r!^^ GCGRGRGTCTGTCTCfiRnRGfiBnflnflfin ^ 

roTnTTro^III GTfiCCRTGGTGTGflfiflGTCflGRTGCCCflG 

TTToooDn^T»I GTGGCCTGGGCnRGR T R nCGCRCTTCTRflCTRGflflflTCTGCCflflTTT 
rannTrrnnSI!! 6 TRCCnCTCflGGC C RR CflflGCCflflCGRCflflRGCCRRRCTCTGCCflGC 
CRCflTCCflflCCCCCCflCCTGCCRTTTGCflCCCTCCGCCTTCflCTCCGGTGTGCCTGCflG 
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